






















methotrexate)  with  subsequent  surgical  removal  of  the  primary  tumor  and  metastases,  has 










DNA damage  (phospho‐H2AX  foci). The PARP  inhibitor, olaparib, sensitized wild  type but not 
NMNAT1−/−  cells  to  cisplatin‐induced  anti‐clonogenic  effects,  suggesting  that  impaired  PARP1 
activity is important for chemosensitization. Cisplatin‐induced cell death of NMNAT1−/− cells was 
also characterized by a marked drop in cellular ATP levels and impaired mitochondrial respiratory 
reserve  capacity,  highlighting  the  central  role  of  compromised  cellular  bioenergetics  in 
chemosensitization by NMNAT1 inactivation. Moreover, NMNAT1 cells also displayed markedly 










aged  15–19 years  [1]. Osteosarcoma  is  the most prevalent neoplasm of  the bone  in  children  and 
adolescents, with approximately 850,000 cases reported each year  in  the US. Tumors are typically 
diagnosed  between  10  and  30  years  of  age  and mostly  arise  in  the  femur,  tibia,  and  humerus. 






removal of  the primary  tumor and metastases  (typically  localized  to  the  lungs). Agents used  for 
osteosarcoma chemotherapy include cisplatin, methotrexate, and doxorubicin [5]. In the European 
Union,  the  liposome‐encapsulated  synthetic  muramyl  dipeptide  analog,  mifamurtide,  is  also 
approved by the European Medicines Agency for the immunotherapy of osteosarcoma [6]. The five‐
year survival rate depends on the stage, type, and subtype of osteosarcoma and ranges from 60% to 
75%  [7]. The  rather poor  therapeutic  responsiveness  indicates  that new  treatment modalities  are 
clearly needed to improve the disease‐free survival of osteosarcoma patients. 
Neoplastic  transformation  is  accompanied  by  fundamental  rearrangements  of  metabolic 
pathways. A key hallmark of cancer metabolism is the reliance of tumor cells on glycolysis, even if 












polymerase‐1  (PARP1; also known as ARTD1), PARP2  (ARTD2), and  tankyrases  (ARTD5‐6)  [16]. 
PARP1, a major NAD+ consumer, plays a central role in tumor biology [17]. On one hand, PARP1 
regulates DNA replication, gene expression, DNA repair, cell adhesion, and migration [18]. On the 
other  hand,  PARP1  is  the  primary  target  for  a  novel  cancer  therapeutic modality  based  on  the 
synthetic lethality paradigm [19,20]. Clinically used PARP inhibitors (PARPi) take advantage of the 
vulnerability of cancer cells (e.g., ovarian and breast carcinomas) that carry mutations in the DNA 
repair  genes  BRCA1/2,  rendering  them  sensitive  to  DNA  repair  inhibitors,  such  as  PARPi 
compounds. PARP inhibitors have also been evaluated as chemosensitizers (e.g., in combination with 
the DNA  alkylating  agent  temozolomide  or  the  topoisomerase  inhibitor  topotecan)  [21–23],  but 
myelotoxicity prevented the successful translation of promising preclinical results into the clinic. 
The question arises whether and how NAD+ metabolism can be  targeted  for cancer  therapy. 
NAD+  is  synthesized  through  multiple  routes  [24].  In  humans,  the  central  pathway  relies  on 
nucleobases with special preference for nicotinamide (Nam), although nicotinic acid (NA) can also 






been  described;  however,  the  mitochondrial  localization  and  contribution  of  NMNAT3  to  the 
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mitochondrial NAD+ pool has been questioned  [28]. Nuclear NAD+ synthesis  is of special  interest 




and GMX1777. Although  these drug  candidates  efficiently kill  cancer  cells,  they also  show  some 
toxicity  in non‐transformed  cells.  In  clinical  trials,  these drugs were  relatively well‐tolerated and 







of  the NMNAT1 gene  and  show  increased  susceptibility  to  cisplatin  and doxorubicin.  Increased 
chemosensitivity  of  the NMNAT1−/−  phenotype  is  likely  due  in  part  to  restricted DNA‐damage‐
induced  protein  PARylation  and  consequently  enhanced  DNA  damage.  U‐2OS  cells  unable  to 











cell  lines  (Figure  1A).  U‐2OS  osteosarcoma  cells  which  showed  average  levels  of  NMNAT1 
expression were chosen for further investigation. Of the three human NMNAT isoforms, NMNAT‐1 
is most highly expressed,  in U‐2OS cells, while NMNAT2 and NMNAT‐3 are expressed at  lower 





(Figure 1C). Based on  the viability data, we chose  the 6.25 μg/mL concentration  for  the  following 
experiments. At this concentration, cisplatin caused no significant change in NAD+ levels (Figure 1D). 
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method  (Figure  2C). However,  clonogenic  activity was  impaired  in  the  absence  of  a  functional 
enzyme (Figure 2D). Despite elevated NMNAT‐2 expression (Figure S1A), total cellular NAD+ levels 
dropped  to approximately one  third of  the control cell  line  (Figure 2E),  indicating  that NMNAT1 
plays a dominant role in cellular NAD+ synthesis. Interestingly, lower NAD+ levels in NMNAT1−/− 
cells did  not  suppress ATP  levels  (Figure  2F)  or  impair  cellular  respiration,  as  indicated  by  the 
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unchanged oxygen consumption rate (Figure 2G). Extracellular acidification rate (ECAR), a measure 









1B6  clone with Western  blot  (B).  Full WB  image  can  be  found  in  Supplementary Material.  The 
following experiments compare the basic characteristics of wild type (WT) and NMNAT1 knockout 
(KO)  cells. Viability was measured with  a Calcein AM  viability  assay. Data points marked with 
asterisks are significantly different from the control (Student’s t test; * p < 0.05, N.S.: not significant) 
(C). Clonogenic  activity was  assessed  on  day  6  by  counting  crystal  violet  stained  colonies.  Bars 
marked with asterisks are significantly different from the control (Student’s t test; * p < 0.05, N.S.: not 
significant)  (D).  Basal  total  NAD+  (E)  and  ATP  (F)  levels  were  assayed  from  cell  lysates  and 
normalized to protein content. Bars marked with asterisks are significantly different from the control 
(Student’s t test; *** p < 0.001, N.S.: not significant) Metabolic parameters such as oxygen consumption 
rate  (OCR)/oxidative  phosphorylation  (G)  and  extracellular  acidification  rate  (ECAR)/glycolytic 
activity  (H) were measured with  a  Seahorse metabolic  analyzer.  Bars marked with  asterisks  are 
significantly different from the control (Student’s t test; *** p < 0.001, n.s.: not significant). Data plotted 
are means ± SEM (n = 3). 









Figure  3. Chemosensitivity  of NMNAT‐1 KO  cell  line. Chemosensitivity  of wild  type  (WT)  and 
knockout (KO) cells was compared in a Calcein‐AM viability assay 24 h after treatment with different 
concentrations  of  cisplatin  (0.625–10  μg/mL). A  new  batch  of  cisplatin was used  for  this  and  all 
subsequent experiments. Results are expressed as percentages, compared  to  the vehicle  (medium) 
treated  samples.  Data  points marked  with  asterisks  are  significantly  different  from  the  control 
(Bonferroni test; *** p < 0.001). Data points marked with hashmarks are significantly different from 
the  corresponding  treatment of  the wild  type  cells  (Bonferroni  test; ### p < 0.001).  (A). Cisplatin‐
induced DNA damage was  assessed  by  quantifying  the P‐H2AX  signal  after  immunofluorescent 
staining. High‐content analysis detected three different cell morphologies, “normal”, “spotted” and 
“fragmented”, representative images are shown (B). Chart shows the percentage of the three types of 
morphologies  in  untreated  and  in  cisplatin‐treated  samples  at  12,  18,  and  24  h  after  cisplatin 
treatment. Bars marked with asterisks are significantly different from the control (0 hours of cisplatin 
treatment)  (Student–Newman–Keuls  method;  *  p  <  0.05).  Bars  marked  with  hashmarks  are 
significantly different from  the corresponding  treatment of the wild  type cells (Student–Newman–







test;  * p < 0.05). Bars marked with hashmarks are significantly different  from  the cisplatin‐treated 
samples  (Dunnett  test;  #  p  <  0.05).  Bars  marked  with  $  are  significantly  different  from  the 
corresponding treatment of the wild type cells (Dunnett test; $ p < 0.05) (C). Apoptotic cell death was 
measured with a fluorogenic caspase‐3 substrate in a kinetic assay on a Perkin Elmer Opera Phenix 





of  cisplatin  treatment)  (Student–Newman–Keuls method;  *  p  <  0.05).  Data  points marked  with 




activation  of DNA  repair mechanisms,  such  as  nucleotide  excision  repair  or  non‐homologs  end 
joining  [32].  High‐content  analysis  detected  three  different  cell  morphologies:  “normal”  cells 
contained no P‐H2AX signal, “spotted” cell  type contained P‐H2AX  foci, while  the “fragmented” 
type showed a condensed morphology, with a diffuse P‐H2AX signal. We measured H2AX and 
analyzed staining in combination with cell fragmentation, a marker of cell death that indicates failed 
DNA  repair.  In  line with previous  reports  [32],  cisplatin  caused H2AX phosphorylation  (H2AX 






LDH  release,  suggesting  that  it  was  indeed  the  consequence  of  necroptosis  (Figure  3C).  The 
involvement of the caspase‐mediated apoptotic cell death pathway was also clearly demonstrated 
with a fluorogenic caspase‐3/7 substrate and inhibition of the signal by z‐DEVD‐FMK (Figure 3D,E). 
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in  response  to  cisplatin.  The  basal  glycolytic  activity  proved  to  be  significantly  higher  in  the 
NMNAT1−/− cell line (Figure 4D). However, no significant differences between the two cell lines could 
be observed in glycolytic stress tests with or without the addition of cisplatin. This finding suggests 
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DNA damage response and prevent cell death. We  found  that cisplatin caused a  time dependent 




significantly  lower proliferation  in wild  type cells, compared  to  the cisplatin‐treated cells, but no 
further decrease  could  be detected  in  the NMNAT1−/−  cells  (Figure  5C). These data  suggest  that 
cisplatin‐induced DNA  damage  is  unable  to  activate  PARP1  in NMNAT1−/−  cells  and  substrate 
deprivation of PARP1 limits the capacity of the cells to cope efficiently with DNA injury. 
   




level of poly(ADP‐ribose)  (PAR) polymer  formation was detected using western blot  in wild  type 
(WT) and in NMNAT1 −/− (KO) cells at the indicated timepoints (0.5, 2, 6, 10, and 15 h) after cisplatin 
(5 μg/mL) treatment (A). Full WB image can be found in Supplementary Material. Actin was used as 
a  loading control. Relative densities  (normalized  to beta actin and compared  to  the untreated WT 
control)  are  shown on panel B. Bars marked with hashmarks  are  significantly different  from  the 
corresponding samples of wild type cells (Bonferroni test; # p < 0.05). The role of possible of PARP‐1‐










To  demonstrate  the  role  of NMNAT1  in  cellular models  that more  closely  resemble  in  vivo 
conditions  or  clinical  settings,  we  investigated  a)  chemosensitization  to  cisplatin  by  NMNAT1 
deficiency  in  a  3D model  (as  opposed  to  2D  cultures)  and  b)  a  treatment  protocol  based  on  a 
combination of chemotherapeutic drugs. Wild  type and NMNAT1−/− U‐2OS cells  formed  spheroids 
under  favorable conditions  (see “Materials and Methods” section  for detail). Cell‐to‐cell contacts  in 
spheroids  render  cells  resistant  to  toxic  stimuli  [36];  therefore, we  used  higher  concentrations  of 
cisplatin in the spheroid experiments. While spheroids of the wild type cells only became less compact 














are  significantly different  from  the  cisplatin  treated wild  type  spheroids  (Student‐Newman‐Keuls 
method; # p < 0.05). Data plotted are means ± SEM (n = 3). 
Moreover, a combination of cisplatin with doxorubicin resulted in more efficient killing of cancer 
cells  (Figure  7).  A  concentration  series  of  doxorubicin  was  used  to  explore  differences  in  the 





of another osteosarcoma  cell  line, SAOS‐2, were used. NMNAT1  could be  effectively  silenced  in 























The  therapeutic  approaches  are  limited  and  are based on  the  combination of  chemotherapy  and 
surgical removal of the primary tumor and metastasis. Two of the most efficient chemotherapeutics 
used for the therapy of osteosarcoma (cisplatin and doxorubicin) cause DNA injury. Methotrexate, 




Targeting  the DNA damage  response  is a novel anticancer approach  in  cancers displaying DNA 
repair defects. The best known example is PARPi treatment of BRCA‐negative ovarian cancers [38]. 























while  competing  for  the  common  substrate NMN  [40].  Similar  nuclear  and  cytoplasmic NAD+ 











of both apoptosis and necroptosis. Activation of  caspase3/7‐like proteases and  the  cytoprotective 
effect of caspase‐3/7 inhibition suggest that caspase‐mediated apoptosis is involved in cell death in 
our model. Furthermore,  the protective effect of  the necroptosis  inhibitor Nec1  indicates  that  the 
necroptotic pathway  is also activated and contributes  to cell death.  If cisplatin‐induced killing of 
NMNAT1 deficient cells also has a necroptosis‐like component  in vivo, NMNAT1  inhibition may 
enhance the anticancer immune response or may promote metastasis [42]. A detailed characterization 
of cell death modalities  involved  in  the killing of osteosarcoma cells with  reduced nuclear NAD+ 
production and  the  effects on antitumor  immunity versus metastasis  formation goes beyond  the 
scope of the current paper. 
An  important question  raised by our  study  is whether  the anticancer potential of NMNAT1 
targeting is restricted to osteosarcoma. It is quite likely that targeting NMNAT1 may also be beneficial 
in  other  types  of  tumors.  In  support  of  this  statement, we  found  that NMNAT1  is  likely  to  be 
important for the progression of various tumors. RNAsec data from the kmplot database [43] show 
that  low  NMNAT1  expression  correlates  with  better  survival  of  patients  with  sarcomas,  liver 















NAD+).  Thus,  a  key  factor  in  the  chemosensitizing  effect  of  NMNAT1  inactivation  is  reduced 
PARylation and, consequently, impaired DNA repair. It is tempting to hypothesize that NMNAT1 and 
PARP1 interact directly at sites of DNA damage, similar to the direct interaction between NMNAT1 
and  PARP1  on  PARP1‐dependent  promoters  [45].  This  interaction might  involve  the  binding  of 




or  PARP  inhibition  [47–49].  Ongoing  and  finished  clinical  trials  (e.g.,  ClinicalTrials.gov  ID: 
NCT01583543, NCT01858168 NCT02044120) also set out to investigate the effects of olaparib and other 
PARP  inhibitors  in  osteosarcoma. Our  data  suggest  that,  at  least  under  our  current  experimental 
settings, much of the chemosensitization observed  in NMNAT1 cells  is due to  indirect  inhibition of 
PARylation.  It  remains  to  be  seen,  however,  how  potent NMNAT1  inhibitors  (which  are  not  yet 
available) will  compare with  clinically  used PARPi  compounds  in  terms  of  therapeutic  spectrum, 




Under  basal  conditions,  a  slight  shift  from  respiration  towards  glycolysis  could  be  detected  in 
NMNAT1−/− cells but energy production was balanced, as indicated by the normal ATP levels. DNA 
damage  revealed  the  vulnerability  of  the  respiratory  system,  as  the  mitochondrial  stress  test 
identified severely  impaired respiratory reserve capacity. Multiple  lines of evidence highlight  the 
importance of metabolic regulation in tumor behavior and chemosensitivity. For example, analysis 
of integrated transcriptomic and metabolomics datasets identified altered glycolysis‐related mRNAs 
and  metabolites  in  osteosarcoma  samples  [50].  Moreover,  various  microRNAs  regulate  both 
osteosarcoma  growth  (proliferation)  and  glycolysis  either  positively  (e.g.,  miRNA543)  [51]  or 




a  role  in  the  DNA  damage  response  [56].  Furthermore,  the  central  role  of  sirtuins  in  energy 







including  direct  p53  diacetylation  [61]  and  the  promotion  of  autophagy  [62].  In  a  transcription 
regulatory  setting, a  requirement  for NMNAT1 and NAMPT  for SIRT1 activity has already been 
demonstrated [63] and similar interplay between nuclear SIRTs and enzymes of the salvage pathway 
of NAD+  synthesis  is  likely  to  take  place  in  the  DNA  damage  response  as well. Nevertheless, 








The  chemosensitization  by NMNAT1  inactivation  could  also  be  observed  under more  clinically 
relevant  conditions,  i.e.,  in  3D  spheroids and  combination  chemotherapy. However,  the  effect of 




Human U‐2 OS  cells were grown  in Dulbecco’s modified Eagle’s medium  (DMEM,  #12‐604F, 





























U‐2OS  cells were  sonicated  in  RIPA  lysis  buffer  supplemented with  protease  inhibitor  cocktail 
(#M221, VWR International, Radnor, PA, USA) and phosphatase inhibitor (PMSF, 1:100; # PMSF‐RO, 
Merck, Darmstadt, Germany). Lysates were  centrifuged  at  16,100×  g  for  10 min  at  4  °C. Protein 
concentrations of the supernatants were measured with a Direct Detect infrared spectrometer (EMD 







antibodies were  applied  in  blocking  solution  overnight  at  4  °C. Horseradish  peroxidase  (HRP)‐
coupled secondary antibodies were applied in the same type of solution as primary antibodies for 2 







Cells  (2  ×  104,  100  μL/well)  were  seeded  into  sterile  microplates  (Cell  Carrier‐96  ultra, 
PerkinElmer, Waltham, MA, USA) and grown for 24 h. After applying the indicated cell treatments 












USA)  and grown  for  24 h. The  following day,  cells were pretreated with  100  μM  z‐DEVD‐FMK 
caspase  inhibitor  (#S7312,  Selleckchem, Houston,  TX, USA)  and/or  treated with  5  μM  cisplatin 
(Accord, Warsaw, Poland). Then, the cells were stained with 50 μL CellEvent™ Caspase‐3/7 Green 





Spheroids were  transferred  to  glass  bottom microplates  (Cell Carrier‐96 ultra,  PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA)  and  treated with  cisplatin  (25,  50,  and  100  μg/mL)  on  day  2  and  day  4. 
Afterward, the cells were stained with Hoechst (Table S2) and Annexin V‐FITC (Table S2.) for 1 hour 
in growth medium. Images were acquired using an Opera Phenix High Content Analyzer (Perkin 





obtain  a  final  concentration  of  2.5  μM.  Plates were  placed  into  an Opera  Phenix High‐Content 







were  treated with the  indicated treatments (see figure  legends). Two different batches of cisplatin 
were used for the experiments. The first batch was used for the experiments presented on Figure 1 
(Figure 1B–D), whereas a second batch was used for the experiments presented in Figures 3, 4, 5, 6, 
and  7. Then  the  cells were  stained  by  adding  50  μL  of Calcein‐AM  (#17783, Merck, Darmstadt, 
Germany)  solution  in  a  final  concentration  of  1  μM. After  incubating  cells  for  1  h  at  37  °C,  the 
fluorescent  signal  was  measured  with  a  Tecan  Spark  20M  (Tecan,  Männedorf,  Switzerland) 




































RNA was  purified with  TRIzol  reagent  (Tri‐RNA  reagent,  #FATRR001, Amplicon, Odense, 
Denmark)  as  described  in  the  manufacturer’s  instructions.  Quantitative  real‐time  PCR  was 



















S1: mRNA expressions of NMNAT  enzymes and  induction of NMNAT1 protein  expression  in U‐2OS  cells, 
Figure S2: Cell morphology analysis, Figure S3: Tumors with better patient survival at low NMNAT1 expression, 
Table S1: Antibodies used for Western blotting, Table S2: Antibodies and dyes used for High Content Analysis 
and  Table  S3:  Sequences  of  primers,  used  in  quantitative  PCR  experiments.  Supplementary materials  also 
contain the full images of Western Blots. 
Author Contributions: Conceptualization, L.V. and C.H.; Data curation, C. H.; Formal analysis, A.K., Z.R. and 
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decision to publish the results 
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